1 赖 氨 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 内 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 和 和 蛋白 磷酸 化 的 影响 
2 陈 X 赵 艳 丽 WEF SUMAR Ag 


3 (内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018 ) 
4 W 要 : 本 试验 旨 在 研究 赖 氨 酸 (ys) 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 〈BMECs) 内 乳 蛋 白 合成 相关 


5 ”基因 表达 和 和 蛋白 磷酸 化 的 影响 ， 深 入 探讨 Lys 对 乳 和 蛋白 合成 影响 的 机 理 。 将 第 3 代 BMECs 


6 ”随机 分 为 6 组 ， 各 组 Lys 的 浓度 分 别 为 0.5 E) 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 和 16.0 mmol/L, 


7 组 6 个 重复 .37 C5% CO 培养 48 h, 之 后 采用 化 学 发 光 法 测定 BMECs PI = VER EE CATP) 


8 HIER 定量 PCR 法 测定 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 量 以 及 采用 蛋白 质 免 疫 印 
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9 ， 迹 法 测定 乳 蛋 白 合成 相关 蛋白 的 磷酸 化 水 平 。 表明 : 随 着 Lys 浓度 的 增加 ，ATP 含量 呈 


10 — 趋 于 显著 的 二 次 曲线 升 高 (P=0.050) ;x-HES E CCSN3) (P=0.093). "IB XLz/ E TERRE SR SU 


11 ”和 蛋白 (mTOR) (P=0.005)、 真 核 起 始 因 子 4E CeIFAE) (P=0.076) 和 磷酸 腺 苷 活化 的 蛋白 激 


12 Wal CAMPKal) 基因 表达 量 (P=0.045) 呈 显 著 或 趋 于 显著 的 二 次 曲线 变化 ， 均 为 先 升 高 


13 ”后 降低 ; o- 酷 蛋白 〈CSN1S1) 基因 表达 量 (P=0.081) 及 mTOR (P=0.038) 和 p70 核糖 体 蛋 


CO l4 FL S6 激酶 1 (S6K1) 磷酸 化 水 平 (P=0.022) 呈 显 著 或 趋 于 显著 的 一 次 线性 降低 ; RIRE 


15 ， 活化 的 蛋白 激酶 (AMPK) 的 磷酸 化 水 平 呈 显著 的 一 次 线性 升 高 CP=0.014)。 方 差分 析 结 果 显 


16 — zR BSD Lys 显著 影响 ATP 含量 、 乳 蛋白 合成 相关 基因 表达 量 及 eIF4E 磷酸 化 水 平 (P<0.05 )， 
17 Kr, ATP 含量 以 2.0~16.0 mmol/L 组 ，CSN1S1、B- 栈 蛋白 (CSN2) 、 信 和 号 转 导 和 转录 激活 
一 18 ”因子 5 CSTATS) VJ 1.0-2.0 mmol/L ZH, mTOR 基因 表达 量 以 1.0~8.0 mmol/L 组 ，CSN3 基因 


19 ”表达 量 以 1.0~4.0 mmol/L 组 ， 栈 氨 酸 激酶 2 (JAK2) 基因 表达 量 以 1.0~16.0 mmol/L 组 , S6K1 


20 ”基因 表达 量 以 2.0mmoyL H, eIFAE 基因 表达 量 以 2.0~8.0 mmol/L 组 ，eIF4E 磷酸 化 水 平 以 


21 ”2.0~4.0 mmol/L 组 时 促进 效果 较 好 ， 但 16.0 mmol/L 组 CSNISI. CSN3. STATS 及 mTOR 基 


22 ” 因 表 达 量 受到 抑制 ，1.0~16.0 mmol/L 组 真 核 起 始 因子 AE 结合 蛋白 1 4EBP1) 基因 表达 量 
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23 ”受到 抑制 。 


=, 


MZ, Lys 浓度 为 1.0~2.0 mmol/L 时 ， 对 BMECs 内 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 的 
24 ”促进 效果 较 好 。 
25 ”关键 词 : 奶牛 ; FUR EAN: MAR: FLEA 


26 ”中 图 分 类 号 : S823 
E 


27 乳 蛋 白 是 牛奶 的 主要 成 分 ， 是 评价 牛奶 质量 的 重要 指标 。 氮 基 酸 Camino acid, AA) 是 


28 ”合成 乳 和 蛋白 的 主要 前 体 物 ， 可 以 影响 乳 和 蛋白 合成 中 。 赖 氨 酸 (lysine，Lys) 是 乳 蛋 白 合 成 了 


us 


290 EKORA (essential amino acid, EAA) ， 也 是 奶牛 的 限制 性 氨基 酸 。 因 此 ， 深 入 研 


30 — Ñ Lys 对 乳 蛋 白 合成 的 影响 及 机 理 , 对 调节 乳腺 内 乳 成 分 的 合成 和 改善 乳品 质 具 有 重要 意义 。 


31 ， 李 沐 阳 等 四 研 究 发 现 ， 玉 米 秸 秆 饲 粮 条 件 下 奶牛 阴 外 动脉 灌注 氨基 酸 能 促进 乳 和 蛋白 合成 。 王 


32 MABINA FLIR EM (bovine mammary epithelial cells, BMECs) 为 模型 在 培养 基 


33 ”添加 EAA 发 现 ， 乳 蛋白 的 合成 量 增加 了 。Giallongo 等 外 研究 发 现 ， 奶 牛 灌注 过 瘤胃 Lys 后 


34 ”促进 乳 和 蛋白 合成 的 同时 ， 也 改善 了 乳品 质 。 可 见 ，Lys 在 一 定 程度 上 影响 了 乳 和 蛋白 的 合成 ， 


N 35 ”但 前 人 的 研究 多 集中 在 向 奶牛 体内 灌注 Lys 影响 乳 蛋白 合成 的 方面 , 对 体外 添加 Lys 影响 乳 


CO 36 ”蛋白 合成 及 其 机 理 方 面 的 探索 研究 其 少 ， 有 必要 对 此 进行 深入 试验 研究 。 鉴 于 此 ， 本 研究 以 


37 ”BMECs 为 模型 ， 研 究 不 同 浓度 Lys 对 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 和 和 蛋白 磷酸 化 的 影响 ， 为 进 


38 ”一 步 探 讨 Lys 对 BMECs 内 乳 蛋 白 合 成 的 影响 机 理 提 供 理论 基础 。 


39 1 材料 与 方法 


— 040 11 主要 试剂 与 仪器 


41 开 型 胶原 酶 、DMEMVF12 培养 基 、 胰 岛 素 转 铁 蛋 白 硒 钠 、 胎 牛 血 清 、0.25% 胰 和 蛋白酶 / 


42 ” 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 购 自 Gibco 公司 ; Lys( 货 写 L8662)、 氧 化 可 的 松 、 表 皮 生 长 因子 、 


43 ILR, 琼脂 糖 购 自 Sigma 公司 ; RNAiso PLUS, PrimeScript RT Master Mix 和 SYBR Premix 


44 ”ExTaq™ [JW TaKaRa 公司 ; RPR 302/147] E UE s $058 A (mammalian target of rapamycin, 


45 mTOR) 抗体 (货号 ab2732)、 免 抗 磷酸 化 mTOR 抗体 (货号 ab84400)、 免 抗 真 核 起 始 因子 


46 4E (eukaryotic initiation factor 4E，eIF4E) 抗体 (货号 ab72116)、 免 抗 磷酸 化 eIF4E Ht 


47 ” 体 ( 货 号 ab4774)、 免 抗 p70 核糖 体 蛋 白 S6 激酶 1 (ribosomal protein S6 kinase 1, S6K1) 


48 ”抗体 (货号 ab64804)、 免 抗 磷酸 化 S6K1 抗体 (货号 ab126818)、 免 抗 真 核 起 始 因子 4E 结 


49 AWA 1 Ceukaryotic initiation 4E binding protein 1, 4EBP1) 抗体 (货号 ab2606)、 免 抗 磷酸 


50 4K AEBPI 抗体 (货号 ab75767 JAA Abcam 公司 ; 兔 抗 磷酸 腺 苷 活化 的 蛋白 激酶 xl Cadenosine 


51 5’-mono-phpsphate-active protein kinase, AMPKal) 抗体 〈 货 号 YT0216) 和 免 抗 磷酸 化 


52  AMPKal 抗体 (货号 YP0575) 购 自 Immunoway 公司 ; 一 抗 稀释 液 、 二 抗 稀释 液 、 十 二 烷 


53 ” 基 四 乙酸 二 钠 (SDS) PSU Hk (PAGE) 电泳 液 、 转 膜 液 、ECL 化 学 超 敏 显 色 


54 ” 液 购 自 北京 脾 云 天 公司 ; 辣 根 过 氧化 物 酶 (HRP) 标记 山羊 抗 兔 二 抗 〈 货 号 04-15-06) JOA 


55 ”KPL 公司 。 主 要 仪器 : 全 自动 酶 标 仪 (Synergy H4， 美 国 BioTek)、 实 时 荧光 定量 PCR 1X 


56 (ABI-7500， 美 国 ABI)、 电 泳 仪 、 转 膜 仪 、 蛋 白 成 像 系 统 ( 美 国 BIO-RAD). 


57 12 原 代 BMECs 的 体外 培养 与 试验 设计 


58 在 内 蒙古 自治 区 呼和浩特 市 北 亚 清真 屠宰 场 选 取 3 A 3~5 岁 经 产 的 健康 泌乳 中 期 的 高 


59 ，” 产 荷 斯 坦 奶 牛乳 腺 组 织 ， 参 考 Sheng 等 回采 用 的 胶原 酶 消化 法 获得 和 培养 BMECs， 当 原 代 


Me 


60 


胞 贴 壁 率 达 到 80%~90% Ja,» Hl 0.25% 胰 和 蛋白酶 /EDTA 对 细胞 进行 纯化 和 传代 。 将 第 3 代 


61 | BMECSs 按照 试验 要 求 的 细胞 密度 接种 于 不 同 细胞 培养 板 上 , 于 37 、5% CO 条 件 下 培养 24 


ANS 


N 62 h % 


胞 贴 壁 率 达到 80%~90% 时 ， 换 为 饥饿 培养 基 ， 培 养 12 h 后 ， 采 用 单 因素 完全 随机 


oo 63 ”试验 设计 ,将 细胞 分 为 6 组 , 在 每 组 中 加 入 不 同 浓度 的 Lys 工作 液 ， 使 反应 体系 中 Lys 终 浓 


64 ” 度 分 别 为 0.5( 对 照 )、1.0、2.0、4.0、8.0 和 16.0 mmol/L, 每 组 6 个 重复 , 培养 48 he DMEM/F12 


65 ”培养 基 中 Lys 的 浓度 为 0.5 mmol/L, Lys 的 浓度 参考 高 海 娜 外 和 李 喜 艳 中 的 研究 结果 ， 并 通 


A 。 066 ”过 测定 细胞 相对 增殖 率 [ 相 对 增殖 率 (%)=( 试 验 组 ODaoo ss EUR. ODaoo nm) X 1001 RE- 


"一 67 13 测试 指标 与 方法 


68 BMECs 内 ATP 的 含量 采用 化 学 发 光 法 测定 。 将 细胞 以 5x105 个 / 孔 的 密度 接种 于 6 孔 培 


69 ” 养 板 上 ， 按 试验 设计 培养 结束 后 ， 弃 上 清 ， 每 孔 加 入 200 uL 裂解 液 ， 待 细胞 充分 裂解 后 ， 


70 “收集 细胞 悬 液 ，4 ‘C、15 455Xg 离心 S min， 取 上 清 ， 立 即 根据 ATP 检测 试剂 盒 说 明 书 的 


71 ”方法 进行 测定 ， 即 用 ATP 检测 裂解 液 将 ATP 标准 溶液 稀释 为 0.01、0.03、0.10、0.30、 


72 ”3.00 和 10.00 pmol/L 6 个 浓度 ; 然后 ， 用 ATP 检测 试剂 稀释 液 将 ATP 检测 试剂 按 1:9 的 比 


73 BRER ATP 检测 工作 液 ， 最 后 ， 在 每 个 检测 孔 内 加 入 100 pL ATP 检测 工作 液 ， 室 温 静 置 


74 ”3~5 min， 再 向 每 孔 内 加 入 20 aL 样品 ， 迅 速 混 匀 后 用 全 自动 酶 标 仪 测定 Lum 值 ， 再 根据 标 


75 ” 准 曲 线 计 算出 样品 ATP 浓度 ， 用 二 辛 可 酸 CBCA) 和 蛋白质 浓度 试剂 盒 测 样品 中 蛋白质 浓度 ， 


76 ”将 ATP 浓度 换算 成 nmol/mg prot 形式 。 


TI BMECs 内 总 RNA 按照 Trizol 法 提取 。 将 细胞 以 Sx105 个 / 孔 的 密度 接种 于 6 孔 培 养 板 ， 


79 ”表示 提取 的 RNA 纯度 较 好 。 总 RNA 完整 性 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 将 总 RNA 反 转 录 


80 cDNA, XH PrimeScript RT Master Mix 试剂 盒 的 方法 进行 ， 反 转录 体系 为 10 uL. ÆA 


81 ”表达 量 采用 SYBR Premix Ex Taq'M 开 试 剂 盒 的 方法 进行 测定 ， 反 应 体系 为 20 pL。 以 磷酸 


82 HH NLA Cglyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) 为 管家 基因 ， 对 乳 和 蛋白 


由 


83 ”合成 相关 基因 [ou- 酷 蛋白 (osi-casein，CSV1LS1)、B- 酷 蛋白 (B-casein，CSM2)、rk- 栈 蛋白 (k-casein， 


84 ”CSM3)、 酷 氨 酸 激酶 2Janus kinase 2, .4K2)、 信 号 转 导 和 转录 激活 因子 5(signal transducer and 


85 activator of transcription 5, STATS). mTOR, S6Kl. 4EBP1, elFAE 和 AMPKal] 的 表达 量 进 


86 TUNE, 其 引物 序列 见 表 1. SEIN BIE BE PCR 的 反应 程序 为 : 95.0 CHE 30 s; 95.0 "C 


87 ”变性 5s，60 CBK 34s, 72 CEH 20s, H47 40 个 循环 反应 ; 95 "C. 5s, 60 Cy 30s, 


88 95 C, 15s, 51 个 循环 ， 绘 制 熔 解 曲线 。 基 因 的 表达 量 采 用 2- 人 A 人 Ct 法 计算 。 


89 #1 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 的 引物 
90 Table 1 Primers of genes related to milk protein synthesis 
-— GenBank 登录 号 Z VN 
ERA 引物 序列 长 度 参考 文献 
人 GenBank accession 
' Genes ig Primer sequences (5’ -3' ) Length/bp Reference 
D. 
SBER H Ih REK ANS XM_001252479 F: GGGTCATCATCTCTGCACCT 
a 177 Sheng 等 器 
(GAPDH R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA 
= NM 181029 F: ACATCCTATCAAGCACCAAGGACTC 192 fri 
“=H SE] CSNISI 
an R: GACGAAATGCTTTCAGCTTCCA 
PEE CSN2 M-64755.1 F: TCTGCCTCTGCTCCAGTCTT 116 fri 
R: AGGAGGGGGCATTCACTTT 
K- 酷 重 白 CSN3 NM 174294 F: CCAGGAGCAAAACCAAGAAC 148 Sheng 等 器 
R: TGCAACTGGTTTCTGTTGGT 
FLA E WERE Be E 
XM_001788228 F: TGAACTGGAGGCTGATGGACAC 83 Sheng 01 
蛋白 mTOR 
R: TGACTGGCCAGCAGAGTAGGAA 
核 起 始 因子 AE 结合 
BC120290 F: GGCAGGCGGTGAAGAGTC 302 Sheng 01 
蛋白 1 4EBP1 
R: CCTGGGCTGCGGGAT 
p70 核糖 体 蛋 白 S6 激 酶 
fisse DN544771 F: CAAGCTTGCATGCTAATTTGTCC 101 Sheng 01 
R: TTGAGTCCTGATCATGTCGAAGA 
ris Fe ARE NT 
NM 001012673 F: AAGACCCAGACCAAGTTCGC 422 行 设 计 
因子 5 STATS 


R: AGCACCGTGGCAGTAGCAT 


酷 氨 酸 激 酶 2 J4K2 DT897449 F: TGAAGAAAACAGGTAATCAGACTGGA 101 Sheng 等 回 
R: AACATTTTCTCGCTCAACAGCA 
核 起 始 因 子 4E NM 174310.3 82 Sheng 等 图 
MA F: GAAGACTTTTGGGCTCTGTAC 
€. 


R: CAGCTCCACATACATCATCAC 


磷酸 腺 苷 活化 的 蛋 
激酶 al AMPKal 


NM 001109802 F: ACCATTCTTGGTTGCTGAAACTC 80 行 设 计 


R: CACCTTGGTGTTTGGATTTCTG 


^N 


91 BMECs 内 乳 和 蛋白 合成 相关 的 蛋白 磷酸 化 水 平 采 用 和 蛋白质 免疫 印迹 法 测定 。 将 细胞 以 
92 ”5x105 个 / 瓶 的 密度 接种 于 25 em? 细胞 培养 瓶 中 ， 按 试验 设计 培养 结束 后 ， 弃 掉 上 清 ,， 用 磷酸 


93 RÆ (PBS) 清洗 细胞 2 m, EIA 250 uL & 0.1% 共 甲 基 磺 酰 氟 化 物 (PMSF ) 的 


= 94 ”放射 免疫 沉淀 测定 (RIPA) 细胞 裂解 液 , 4 "CAM 5 min 后 刮 下 细胞 ， 收 集 细 胞 悬 液 ， 4 C. 


95  15455Xg 离心 10 min， 取 上 清 用 于 检测 和 蛋白 磷酸 化 水 平 。 取 适量 样品 用 BCA 法 测定 总 蛋 


96 ”白质 浓度 ,随后 分 别 向 60 hg 的 每 种 样品 中 添加 Sx 和 蛋白 上 样 缓冲 液 ， 按 照 4:1 的 质量 体积 比 


97 WA, 100 CHF 5 min 使 蛋白 质 热 变性 ， 然后 按照 蛋白 质 免疫 印迹 法 的 步 又 进行 电泳 、 转 


98 MR; 将 转 膜 后 的 醋酸 纤维 素 (PVDF ) 膜 分 别 与 用 一 抗 稀释 液 稀 释 500 倍 的 一 抗 结合 , 于 4 C 
99 ”孵育 过 夜 ， 随 后 使 其 分 别 与 用 二 抗 稀释 液 稀释 1000 倍 的 山羊 抗 免 二 抗 结合 ， 室 温 摇 床 孵育 


100 ”1h; 最 后 用 ECL 化 学 超 敏 显 色 液 进行 显 色 ,在 蛋白 成 像 系统 上 照相 分 析 。 图 片 用 Quantity one 
101 ”软件 进行 灰 度 值 分 析 ， 各 和 蛋白 磷酸 化 水 平 数据 采用 各 试验 组 与 对 照 组 相 比 的 方法 表示 。 


C 10 14 数据 统计 分 析 
103 数据 采用 SAS 9.0 软件 的 方差 分 析 程 序 CANOVAO 进行 显著 性 检验 ， 同 时 用 回归 统计 


H 


104 ”程序 进行 一 次 线性 与 二 次 曲线 回归 分 析 ，P<0.05 XzRZRIRIBUZE FRIAR ALS, 0.05< 


105 ”P<0.10 表示 组 间 的 差异 或 回归 关系 趋 于 显著 ，P >0.10 表示 组 间 的 差异 或 回归 关系 不 显著 。 


100 2 £5 BR 


107 2.1 Lys 对 BMECs 内 ATP 含量 及 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 的 影响 


108 由 表 2 可 知 , BMECs 内 RGR 时 显 著 的 一 次 线性 下 降 (P<0.001), 3H. 4.0~16.0 mmol/L 


109 ”组 的 RGR 显著 低 于 对 照 组 和 1.0~2.0 mmol/L 组 (P<0.05); ATP 含量 以 2.0 一 16.0 mmol/L 


110 组 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)，2.0 mmol/L 组 最 高 ， 回 归 分 析 结 果 显 示 ， 随 着 Lys 浓度 的 增 


111 JI, ATP 含量 呈 趋 于 显著 的 二 次 曲线 升 高 (P=0.050)。 随 着 Lys 浓度 的 增加 ，CSN1S1 基因 


112 ”表达 量 呈 趋 于 显著 的 一 次 线性 降低 CP-0.0810; 以 1.0—2.0 mmol/L 组 显著 高 于 其 他 组 


113 (P<0.05), JÈL 2.0 mmol/L 组 最 高 ， 但 4.0—16.0 mmol/L 组 显著 低 于 对 照 组 和 1.0—2.0 


114 mmol/L 组 (P<0.05). 1.0~2.0 mmol/L 组 的 CSN2 和 STATS 基因 表达 量 显著 高 于 其 他 组 


115 CP«0.05), LA 2.0 mmol/L 组 最 高 ,但 CSN2 以 8.0 mmol/L 组 最 低 , STATS VA 4.0—16.0 mmol/L 


116 ”组 显著 低 于 对 照 组 CP«0.0550; 1.0—16.0 mmol/L 组 的 JAK2 基因 表达 量 显著 高 于 对 照 组 


117 (P<0.05). CSN3 (P=0.093), mTOR(P-0.005). eIFAE(P—0.076)81 AMPKal 基因 表达 量 


118 — (P=0.045 ) 随 着 Lys 浓度 的 增加 呈 显 著 或 趋 于 显著 的 二 次 曲线 变化 , 均 为 先 升 高 后 降低 -CSN3 


119 ”基因 表达 量 以 1.0—4.0 mmol/L 组 显著 高 于 其 他 组 ， 但 8.0 一 16.0 mmol/L 组 显著 低 于 对 照 组 


120 (P<0.05), mTOR 基因 表达 量 以 对 照 组 和 1.0—8.0 mmol/L 组 显著 高 于 16.0 mmol/L 组 


121 (P<0.05), eIFAE 基因 表达 量 以 2.0—8.0 mmol/L 组 显著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05),AMPKal 


122 ”基因 表达 量 以 1.0—8.0 mmol/L 组 显著 高 于 其 他 组 CP<0.05). 2.0 mmol/L 组 的 S6K1 基因 表 


13 ” 达 量 最 高 ， 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05)， 以 16.0 mmol/L 组 最 低 。 对 于 AEBPI 的 基因 表达 量 ， 


124 1.0—16.0 mmol/L 组 较 对 照 组 显著 降低 (P<0.05)。 


125 表 2 Lys 对 BMECs 内 ATP 含量 和 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 量 的 影响 

120 Table2 Effects of Lys on ATP content and the expression levels of genes involved in milk protein synthesis in 

127 BMECs 
dm Lys 浓度 Lys concentration/(mmol/L) 方差 分 析 P 值 P {ff P-Value 
: SEM P-value for 一 次 二 次 
Ttems 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 

: ANOVA Linear Quadratic 
相对 增殖 率 RGR/% 100.07 — 103.9 1023* 953^ 83.7* | 693: 1270 «0.001 «0.001 0.004 
EXIT! ATP/(ng/mg prot) 26.49^ 32.70% 43.12% 37.45* 42.35%  38.09* 3.224 0.036 0.182 0.050 
offi A CSN1S1 1.00* 1.52° 1.66? 0.714 0.45* 0.38* 0.042 «0.001 0.081 0.181 
B- 酷 蛋白 CSN2 1.00* 1.89^ 2.08* 1.04* 0.99* 1.06* 0.056 «0.001 0.369 0.645 
«-AR A CSN3 1.00° 1.14? 1.13? 1.12? 0.84* 0.624 0.033 «0.001 0.178 0.093 
信号 转 导 和 转录 激活 因子 5 
ium 1.00* 1.46° ].77* 0.674 0.42° 0.39° 0.051 <0.001 0.103 0.230 
酷 氨 酸 激酶 2 JAK2 1.004 1.65° 1.94* 237 2269 1.86* 0.129 «0.001 0.489 0.141 
真 核 起 始 因子 AE eIFAE 1.00* 1.01* 1.295 1.22° 2.368 0.444 0.065 <0.001 0.652 0.076 
真 核 起 始 |^ AE 结合 号 E A 1 
mes 1.00* 0.58* 0.75^ 0.58* 0.85^ 0.71% 0.042 <0.001 0.988 0.998 
WADA EERE RA mTOR 1.00 1.06? 1.0) 1.00 0.98? 0.71° 0.065 0.007 0.006 0.005 
p70 核糖 体 蛋 白 S6 激酶 1 S6K1 1.005 1.09% 1.288 1.10% 1.07° 0.93 0.060 0.005 0.242 0.427 
磷酸 腺 苷 活化 的 蛋白 激酶 al 
p 1.00* 1.243 1.54° 2.00° 1,775 0.85* 0.071 «0.001 0.612 0.045 
a 


128 SEM 表示 平均 值 的 标准 误 。 同 行 数据 相同 或 无 字母 肩 标 表 示 差 异 不 显著 〈P>0.05)， 不 同 字母 肩 标 表 


129 示 差 异 显著 CP«0.05). P«0.05 表示 回归 关系 显著 ; 0.05 P« 0.10 表示 回归 关系 趋 于 显著 ; PIO.10 表示 回 


130 HX EE. PAIS. 


可 


131 SEM means standard error of the mean. Values of the same row with the same or no letter superscripts mean 
132 no significant difference (P>0.05), while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). P 
133 «0.05 means significant regression. 0.05 X: P«0.10 means that regression tend to be significant. P 0.10 means not 
134 significant regression. The same as below. 

135 

136 

137 

138 

139 

140 


14] 22 Lys WALA AACE A BERA AI REN 


142 d 3 和 图 1 可 知 , 随 着 Lys 浓度 的 增加 ,mTOR(P=0.038) 和 S6K 1 磷酸 化 水 平 C(P=0.022 ) 


143. 呈 显 著 的 一 次 线性 降低 。eIF4E 的 磷酸 化 水 平 以 2.0—4.0 mmol/L 组 较 高 ， 显 著 高 于 其 他 各 


144 ”组 (P<0.05), 1H 16.0 mmol/L 组 与 对 照 组 相 比 差异 不 显著 (P>0.05)。 磷 酸 腺 音 活 化 的 蛋白 


145 ”激酶 CAMPKO 的 磷酸 化 水 平 随 着 Lys 浓度 的 增加 呈 显 著 的 一 次 线性 升 高 (P=0.014)。 


146 表 3 Lys 对 BMECs 内 乳 蛋 白 合成 相关 蛋白 磷酸 化 水 平 的 影响 
147 Table3 Effects of Lys on phosphorylation levels of proteins involved in milk protein synthesis in BMECs 
" Lys 浓度 Lys concentration/(mmol/L) Jj 264) i P f P ü P-Value 
项 
SEM P-value for 一 次 
Items 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 二 次 Quadratic 
ANOVA Linear 
WAY 32] 42) E WA Ss E RC ER A 
1.00 1.27 1.23 1.08 1.07 0.77 0.141 0.197 0.038 0.159 
mTOR(Ser2 448) 
真 核 起 始 因子 AE 结合 蛋 
1.00 1.02 0.99 0.87 0.95 0.91 0.106 0.841 0.429 0.683 
Á 1 4EBPI(Thr37) 
真 核 起 始 因子 4E 
1.000 1.18 1.30% 1.26 1.1$ 1.060 0.022 «0.001 0.568 0.544 
eIF4E(Ser209) 
p70 核糖 体 蛋白 S6 激酶 1 
1.00 1.03 1.10 1.05 0.98 0.83 0.095 0.125 0.022 0.049 
S6K1(Thr389) 
磷酸 腺 苷 活化 的 蛋白 激酶 
1.00 0.76 | 0.75 1.15 1.20 1.55 0.338 0.626 0.014 0.078 


AMPK(Thr172) 
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148 


149 


15 傅 乳 动物 雷 帕 霉 素 半 蛋白 mTOR 
磷酸 化 哺乳 动物 雷 帕 霉 素 靶 和 蛋白 P-mTOR(Ser2 448) 
151 


真 核 起 始 因子 AE 结合 蛋白 1 4EBPI 
152 磷酸 化 真 核 起 始 因子 AE 结合 蛋白 1 P-4EBP1(Thr37) 


153 真 核 起 始 因子 4E elF4E 


154 磷酸 化 真 核 起 始 因子 4E P-eIF4E(Ser209) 


155 p70 核糖 体 蛋 白 S6 激酶 1 S6K1 
磷酸 化 p70 核糖 体 蛋 白 S6 激酶 1 P-S6K1(Thr389) 


156 


磷酸 腺 苷 活化 的 蛋白 激酶 AMPK 
157 磷酸 化 磷酸 腺 苷 活化 的 蛋白 激酶 P-AMPK(Thr172) 
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158 图 1 Lys Xf BMECs 内 mTOR 信号 通路 磷酸 化 水 平 的 影响 

159 Fig.1 Effects of Lys on phosphorylation of mTOR signaling pathway in BMECs 

160 3 iW it 

161 FR ELTE AE SL BL POE H 80%, 它 主 要 包括 CSN1S1 oo- BRE A Ca2-casein, CSN1S2)、 


162 | CSN2 和 CSN3， 尤 以 CSN1S1 和 CSN2 的 含量 较 高 ， 分 别 为 40% 和 25%A AP, CSNISI. 


163 CSN2 和 CSN3 是 反映 乳 和 蛋白 合 成 的 3 个 主要 基因 ， 


其 表达 量 会 影响 BMECs ASLE AWA 


164 成 ,Nan 等 9 研究 发 现 ,与 0mmol/L 的 Lys 组 相 比 ,1.2mmol/L 的 Lys 组 显著 的 上 调 了 BMECs 


165 ”内 CSN1S1、CSN2 和 CSN3 基因 的 表达 。 本 在 


166 和 CSN3 基因 表达 ， 均 以 1.0~2.0 mmol/L 组 促进 效果 较 好 ， 且 Lys 对 CSN3 和 CSN1S1 基因 


了 CSV1LS1、CSM2 


得 出 ，Lys às E 


167 ”表达 的 促进 效果 呈 剂 量 依赖 关系 ， 高 剂量 的 16.0 mmol/L 组 显著 抑制 其 表达 。 


168 MARIE GAK) /信号 转 导 和 转录 激活 因子 


169 ”白质 合成 的 2 条 重要 通路 上 25。JAK/STAT 信号 通路 中 ， 对 乳 和 蛋白 合成 调控 的 研究 主要 集中 


(STAT) 和 mTOR 信号 通路 是 调控 和 蛋 


170 在 J4K2/STATS 信号 通路 上 。Liu 等 0 研究 指出 ， 添 加 Lys 可 显著 提高 BMECS 内 STATS 基 


171 ” 因 表达 量 , 然而 STATS 沉默 后 CSN2 基因 表达 量 下 降 ， 过 表达 后 上 调 其 表达 ， 说 明 Lys 可 能 


172 ”通过 .J4K2/STATS 信号 通路 影响 乳 和 蛋白 的 合成 。 本 研究 发 现 ，Lys 可 显著 促进 STATS 和 JAK2 


173 ”基因 表达 ，STATS 以 2.0 mmol/L 组 促进 效果 最 好 ， 但 高 剂量 4.0~16.0 mmol/L 组 显著 抑制 其 


174 R, 5 Lys 对 酷 和 蛋白 基因 表达 的 作用 效果 相似 ， 进 一 步 验证 了 Lys 可 能 通过 JAK2/STATS 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


187 


188 


189 


190 


19] 


192 


193 


194 


195 


196 


197 


198 


199 


200 


201 


fei cr BL HE FL SR AER 


mTOR 信号 


通路 下 游 的 2 个 关键 元 件 ， 当 mTOR 被 上 游 信 
下 游 通 路 来 调控 动物 机 体内 蛋白质 的 翻译 ; 


JE FECE RET J a 


水 平 上 调 


然而 4EBP1 和 elFAE 的 结合 会 抑 秆 


TELS A UI 
号 激活 后 会 


4EBP| fll S6K 


过 调节 S6K1 和 


1 是 mTOR 信和 号 


4FBP1 这 2 条 


j 蛋 白质 翻译 


~ 


当 mTOR 激活 4EBP1 磷酸 化 后 ， 磷 酸化 的 4EBP1 与 elF4E 脱离 ， 降低 了 对 和 蛋 白质 翻 译 的 抑 


基因 表达 及 磷酸 化 ， 


加 抑制 了 4EBP1 的 基因 表达 ， 而 对 : 


上 调 了 BMECs 内 mTOR 信和 号 通路 中 与 乳 蛋 白 翻 译 相 关 的 mTOR 和 S6K1 基因 表达 


了 AEBPl 基因 的 表达 ， 与 本 研究 


信号 


但 8.0~16.0 mmol/L 组 其 促进 作 


的 结果 相 


其 磷酸 化 水 平 无 显 


制 , 促进 蛋白 质 的 合成 。 本 研究 发 现 , 适宜 浓度 的 Lys 促进 了 mTOR, S6K1 基 


EG AUR 


减弱 或 具有 抑制 作用 。 
毕 微微 [9 研究 发 现 


以 。 这 些 研究 结果 提示 Lys 可 能 通 


通路 相关 基因 表达 和 磷酸 化 剂量 依赖 性 地 影响 乳 蛋 


氨基 酸 和 ATP 是 


质 合成 过 程 中 非常 重要 的 2 个 


A 


因素 ， 二 者 的 


合成 基因 的 表达 。 


的 高 低 。 乳 腺 合成 和 分 泌乳 蛋白 时 家 


AMPK 是 细胞 内 主要 的 能 量 感受 器 ， 参 与 多 种 代谢 信 


平衡 09。 
。 当 细胞 内 ATP/ 一 磷酸 腺 苷 


的 分 解 和 减少 ATP 的 合成 08-191。 


来 调控 乳 蛋 白 的 合成 。 王 珊 珊 说 研究 表明 ， 随 着 氨基 酸 浓度 的 下 降 细胞 内 营 


水 平 也 下 降 了 ， 进 而 激活 AMPK, 


成 。 本 研究 发 现 ， 添 加 一 定 浓度 日 


而 HKE 


的 能 量 , 大 


讨 。 


本 研究 结果 也 得 H 


的 基因 表达 量 以 及 mTOR, S6K1 和 AMPK 的 磷酸 化 水 5 


A, ATP 含量 


AMPK 还 是 mTOR 信号 通路 的 上 游 调控 元 件 


约 


, 


会 消耗 掉 


号 通路 ， 调 节 机 体 代谢 和 能 量 
pi 


HE EE BERI 


因 表 达 和 eIFAE 


Lys 浓度 的 增 
， 添 加 Lys 


， 但 下 调 


前 过 促进 mTOR 


犁 乳品 质 


BMECs 内 约 50% 的 ATPUSI, 


的 供需 


| 调控 mTOR 介 导 的 下 游 信号 通路 


因此 ，AMPK 可 以 通过 mTOR 信号 通路 从 和 蛋白质 翻译 水 习 


CAMPO 降低 或 营养 物质 缺乏 会 激活 AMPK， 从 而 增加 ATP 


N 


的 表达 量 ， 与 前 人 的 研究 结果 不 尽 一 致 ， 造 成 这 些 结果 差异 的 原因 尚 不 清楚 ， 


养 物质 和 能 量 

抑制 mTOR、S6K1 和 4EBP1 的 磷酸 化 ,减少 乳 蛋白 的 合 

'] Lys 在 提高 mTOR 基因 表达 量 及 ATP 含量 的 同时 ， 也 促 

ME AMPKal 基因 表达 ， 但 高 剂量 的 16.0 mmol/L 组 反而 显著 降低 了 mTOR 和 AMPKal 基因 
需要 进一步 探 


E, Lys 浓度 与 ATP & Œ, CSNIS1. CSN3, mTOR, elF4E Ñ AMPKal 


以 2.0—16.0 mmol/L ZH, CSNISI. CSN2. STATS 基因 表达 量 以 


“存在 显著 或 趋 于 显著 的 剂量 依赖 关 


1.0~2.0 mmol/L 


2H, mTOR 基因 表达 量 以 1.0~8.0 mmol/L ZA, CSN3 以 1.0-4.0 mmol/L ZH, JAK2 以 1.0~16.0 


Chinay n pe 
e nInaA IVA 


ERAT 
FRAT! 


202 mmol/L 4, S6K1 以 2.0 mmol/L ZH, eIFAE 基因 表达 量 以 2.0~8.0 mmol/L 4H, elF4E 磷酸 化 


203 ”水 平 以 2.0~4.0 mmol/L 组 时 促进 效果 较 好 ; 但 16.0 mmol/L 组 的 调节 作用 减弱 或 呈 相 反 的 变 


204 ”化 趋势 。 李 嘉 艳 四 研究 发 现 ， 虽 然 提 高 了 BMECs 培养 基 中 个 别 氨基 酸 的 添加 量 ， 但 是 会 导 


205 ” 致 氮 基 酸 配 比 不 平衡 进而 严重 影响 乳 蛋 白 的 合成 , 因此 ,高 剂量 Lys 会 抑制 乳 蛋 白 合成 相关 


206 ”基因 表达 可 能 与 氨基 酸 配 比 不 平衡 有 关 。 此 外 ，Mercier 等 上 的 研究 指出 ，BMECs 的 数量 在 


207 ” 茶 种 程度 上 可 能 决定 了 乳 和 蛋白 的 合成 量 , 同时 , 高 海 娜 等 3 研究 也 发 现 , 添加 0.5~2.0 mmol/L 


208 Lys 促进 BMECs 增殖 ， 但 高 剂量 会 抑制 其 增殖 ， 与 本 研究 适宜 浓度 Lys 促进 细胞 增殖 ， 而 


EC 


209 ”高 剂量 抑制 其 增殖 的 结果 相似 ， 进 一 步 解 释 了 高 剂量 Lys 会 抑制 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 。 


210 ”因此 ，Lys 浓度 为 1.0~2.0 mmol/L 时 ， 对 BMECs 内 乳 蛋 和 白 合成 相关 基因 表达 的 促进 效果 较 
211 好 。 


212 Brazil 等 2 指出， 磷脂 栈 肌 醇 -3- 激 酶 PBK) /蛋白 激酶 B (Akt) /mTOR 信号 通路 是 调 


213 {E mTOR 信号 通路 非常 重要 的 上 游 调 控 通路 ， 对 mTOR 信号 通路 起 正 调控 作用 。 还 有 研究 


214 ”指出 ，Akt 可 能 通过 结 节 性 硬化 症 复 合 物 1 (TSC1) / 结 节 性 硬化 症 复合 物 2 (TSC2 ) 间接 


- 


215 ”地 调控 mTOR 信号 通路 多 。 这 些 结果 说 明 ，Lys 可 能 是 通过 PISK/Akt/mTOR 信号 通路 调控 


216 mTOR 通路 进而 促进 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 的 表达 ， 但 本 试验 并 未 对 PI3K/A4kt/mTOR 信号 通 


217 ”路 进行 研究 ， 具 体 调控 机 理 尚 不 清楚 ， 需 要 进一步 研究 。 


218 4 结 论 


219 Lys 对 BMECs 内 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 表达 的 促进 效果 呈 剂 量 依赖 关系 ， 以 1.0~2.0 


o 220 mmol/L 时 较 好 ， 高 剂量 16.0 mmol/L Lys 抑制 乳 蛋 白 合成 相关 基因 的 表达 ，Lys 可 能 通过 


221 | JAK2/STATS 和 mTOR 信号 通路 促进 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 的 表达 。 
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Synthesis in Bovine Mammary Epithelial Cells 
CHEN Lu ZHAO Yanli GUO Xiaoyu SHI Binlin YAN Sumei* 

(Collage of Animal Science, Inner Mongolia Agriculture University, Hohhot 010018, China) 
Abstract: The objective of this study was to determine the effects of lysine (Lys) on gene 
expressions and protein phosphorylation involved in milk protein synthesis in bovine mammary 
epithelial cells (BMECs). The 3rd generation BMECs were randomly divided into six group with 
six replicates per group, cells in different groups were cultured in medium with 0.5 (control), 1.0, 
2.0, 4.0, 8.0 and 16.0 mmol/L Lys, respectively. After 48 h cultivation at 37 °C and 5% CO», 
adenosine triphosphate (ATP) content was measured by the method of chemiluminescence, 
expression levels of genes involved in milk protein synthesis were determined by real-time PCR, 
and phosphorylation levels of proteins involved in milk protein synthesis were determined by 
Western blotting method. The results showed as follows: with the increase of Lys concentration, 
ATP content tended to be quadratically significantly increased (P=0.050) ; expression levels of 
k-casein (CSN3) (P=0.093), mammalian target of rapamycin (mTOR) (P=0.005), eukaryotic 
initiation factor 4E (elF4E) (P=0.076) and adenosine 5’-mono-phpsphate-active protein 
kinase al CAMPKa1) genes (P=0.045) were significantly or tended to significantly quadratically 
changed, all showed firstly increased then decreased; expression level of asi-casein (CSN1S1) 
gene (P=0.081), phosphorylation levels of mTOR (P=0.038) and ribosomal protein S6 kinase 
1 (CS6K1 ) ( P=0.022 ) were significantly or tend to significantly linearly decreased; 
phosphorylation level of adenosine 5'-mono-phpsphate-active protein kinase (AMPK) was 
significantly linearly increased (P=0.014). The results of analysis of variance showed that the 
supplementation of Lys had significantly effects on ATP content, expression levels of genes 
involved in milk protein synthesis and phosphorylation level of eIFAE (P<0.05), among them, 
the improvement effects of 2.0 to 16.0 mmol/L Lys for ATP content, 1.0 to 2.0 mmol/L Lys for 
CSNI1SI1, B-casein (CSN2) , signal transducer and activator of transcription $ (STATS) gene 


expression levels, 1.0 to 8.0 mmol/L Lys for mTOR gene expression level, 1.0 to 4.0 mmol/L Lys 
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for CSN3 gene expression level, 1.0 to 16.0 mmol/L Lys for Janus kinase 2 (JAK2) gene 
expression level, 2.0 mmol/L Lys for S6K1 gene expression level, 2.0 to 8.0 mmol/L Lys for 
eIFAE gene expression level, 2.0 to 4.0 mmol/L Lys for eIFAE phosphorylation level were better, 
however, 16.0 mmol/L Lys had inhibition effects on expression levels of CSN1S1, CSN3, STATS 
and mTOR genes, and 1.0 to 16.0 mmol/L Lys had inhibition effect on expression level of 
eukaryotic initiation 4E binding protein 1 (4EBP1) gene. In conclusion, the optimal Lys 
concentration for gene expressions involved in milk protein synthesis in BMECS is 1.0 to 2.0 
mmol/L. 


Key words: dairy cow; bovine mammary epithelial cell; lysine; milk protein 


